























paper  presents  the  development  and  validation  of  a  quantitative  method  to  predict  the 
concentration of piroxicam in Kollidon® VA 64 during hot melt extrusion using analytical quality 
by design principles. An analytical target profile was established for the piroxicam content and a 
novel  in‐line  analytical  procedure  was  developed  using  predictive  models  based  on  UV‐Vis 
absorbance spectra collected during hot melt extrusion. Risks that impact the ability of the analytical 
procedure to measure piroxicam consistently were assessed using failure mode and effect analysis. 






by  evaluating  the  effects of  screw  speed  (150–250  rpm) and  feed  rate  (5–9 g/min) on piroxicam 
content around 15% w/w. In‐line UV‐Vis spectroscopy was shown to be a robust and practical PAT 
tool  for monitoring  the piroxicam  content,  a  critical quality  attribute  in  a pharmaceutical HME 
process. 
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1. Introduction 
Twin‐screw hot melt extrusion  (HME)  is a  continuous process  that has been widely used  to 
enhance the solubility of active pharmaceutical ingredients (APIs) [1,2]. This process applies heat and 
shear energy to produce an amorphous solid dispersion (ASD) of an API into a polymer carrier [3,4]. 




In‐line  process  analytical  technology  (PAT)  systems  are  being  increasingly  used  in  the 
pharmaceutical  industry  since  the  release  of  the  FDA’s  PAT  guidance  in  2004  for  ‘designing, 






200 and 780 nm  in  transmission or  reflection modes has been used as a PAT  tool. Transmittance 
values  can  be  used  to  calculate  a  numerical  representation  of  colour  by  using  the  International 
Commission  on  Illumination  (CIE)  colour  space  called  CIELAB  [14].  The  CIELAB  colour  space 
represents colour on a three‐dimensional orthogonal axis formed by the lightness (L*) and two‐colour 
axis. The colours green to red are described by the axis a*, while blue to yellow are represented by 
axis b*  [14]. Applications of  in‐line UV‐Vis  spectroscopy during HME have been  reported  in  the 
literature for early phase product development [15], feasibility of API quantification [16], residence 
time distribution determination  [17]  and monitoring  of  thermal degradation processes  [18]. This 
technique tends to be both fast to set up and to provide data that is simple to interpret. The short 
integration time in the millisecond‐range delivers rapid results with high sensitivity. 




by  regulators,  academia  and  industry  to  increase  the  robustness  and  promote  continuous 
improvement of analytical procedures [21–23]. A recent ICH Q2(R2)/Q14 concept paper proposes the 
application of AQbD principles to analytical procedure development [24]. This approach emphasizes 
the  importance of predefined method performance  requirements prior  to  commencing  analytical 
development. These requirements are identified in the initial steps of method development and are 
summarised  by  the  analytical  target  profile  (ATP).  Examples  of ATPs  can  be  found  in  a  recent 





analytical  technologies using AQbD.  In‐line PAT can be embedded  in quality systems  to provide 
monitoring of quality and to enable the development of control strategies for real time release testing 
(RTRT). This  should be based on an  in‐depth understanding of  the  relationship between process 




is  intended  to  include validation of  spectroscopy  techniques  reliant on multivariate models  [24]. 
Alternative validation approaches for spectroscopic techniques have been used and referred to as the 
‘accuracy profile’. This validation approach was developed by the Societé Française des Sciences et 




Previous  work  published  by  our  group  reported  the  benefits  of  using  in‐line  UV‐Vis 

























The  feeder used was  an FW20  FlexWall  feeder  (Brabender Technologie, Duisburg, Germany). A 











each  spectrum  was  taken  as  the  average  of  10  scans.  The  spot  size  of  the  used  UV‐Vis 
spectrophotometer probes was 2 mm diameter and measured sample volume of typically 2.5 mm3. 
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Figure 1. Schematic of the hot melt extrusion process. 
As  described  earlier,  CIELAB  colour  space  is  an  approach  to  express  colour  using  three 
parameters: ‘lightness’ (L*), ‘green to red’ (a*) and ‘blue to yellow’ (b*) defined by the International 
Commission on Illumination (CIE). These parameters are calculated from the UV‐Vis transmittance 
spectra in the range from 380 to 780 nm. Figure 2 illustrates the spectral tristimulus values  Xഥ,  Yഥ  and Zത  that are used to calculate X, Y and Z using Equations (1)–(4), where T is the transmittance spectrum, 
S  is  the  relative spectral power and λ  is  the wavelength. Then, L*, a* and b* are calculated using 
Equations  (5)–(7), where Xn, Yn and Zn are  the spectral  tristimulus values of  the nominally white 
object. The values of  Xഥ,  Yഥ,  Zത, S and further explanation are available in [14]. 
 
Figure 2. Spectral tristimulus values. 
X ൌ k∑ TሺλሻSሺλሻXഥሺλሻΔλ஛ ,  (1)
Y ൌ k∑ TሺλሻSሺλሻ𝑌തሺλሻΔλ஛ ,  (2)Z ൌ k∑ TሺλሻSሺλሻ?̅?ሺλሻΔλ஛ ,  (3)
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k ൌ 100 ∑ SሺλሻYഥሺλሻ஛⁄ Δλ,  (4)
L∗ ൌ 116 ൈ ට ଢ଼ଢ଼౤య െ 16,  (5)
𝑎∗ ൌ 500 ൈ ൬ට ௑௑೙య െ ට ௒௒೙య ൰,  (6)




validation  steps of  the UV‐Vis quantification method. The  equipment used was  an Agilent  1100 
system with  a  Phenomenex  C‐18  column  (Kinetix  4.6  ×  250 mm,  5  μm);  and methanol:sodium 
dihydrogen phosphate buffer 45:55 mobile phase (LiChropur, Millipore, Waltford, UK); pH 3.0; flow 

























































































































robustness  of  the  analytical  procedure  can  be  evaluated,  improved  and  verified.  The  scores  for 
criticality were based on severity (S), occurrence (O) and detectability (D). A risk priority number 
(RPN) was calculated by multiplying  the  three scores,  i.e., RPN = S × O × D. The RPN  is used  to 
identify the most impactful failure modes through ranking. It should be noted that the composition 
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The main focus of risk mitigations activities was to reduce the occurrence and/or improve the 




setup  procedure  was  part  of  the  standard  operational  procedure  (SOP)  for  the manufacturing 
process. Any variation in gap size, e.g., from different day setup was within the analytical method 
validation model. The average gap size for the experimental conditions used was 0.77  0.05 mm. 
Seven  potential  failure modes were  initially  identified  as  high  risk  (RPN  ≥  196).  Standard 
operations  following  good  laboratory  practice  and  specific  data  analysis  procedures  that  were 











Figure  3.  Risk  priority  number  (RPN)  values  of  the  risk  areas  before  and  after  control  strategy 
implementation as described in Table 2 for the method. 
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7  4  4  112  Optimise values for the process. Follow guideline 








10  7  4  280  Take measurement following standard operating 




















7  7  4  196  Use the b* values to assess steady‐state condition. 









7  4  4  112  Implement standard operating procedures and 






4  4  4  64  Save and copy the data for further analysis. Develop 

























10  4  1  40 

























10  1  1  10 
S = severity, O = occurrence, D = detectability, RPN = risk priority number. Risk code of RPN by colour: red = high, yellow = medium, green = low, PCA = principal component analysis, API = active 
pharmaceutical ingredient, PC = principal component, PLS = partial least squares.






For  this UV‐Vis analytical procedure,  the  samples are  the  spectra collected during  the HME 
process  and  variables  are  the  spectral wavelengths  of  interest. A  normalisation  procedure was 













content and b* values  is shown  in Figure 5. The data  in  the visible  region  (380  to 780 nm) of  the 
spectrum is used to calculate the b*, and as presented in Figure 6 is where the change because of the 

































this  baseline may  slightly  change. To minimise day  to day  variability, KOL  readings  from  each 
experiment day were used to normalise the transmittance spectra of the samples. Studies with Raman 








After  the  normalisation,  the  transmittance,  T,  collected  from  the UV‐Vis  spectrometer was 
converted to absorbance, A, using the Beer–Lambert’s law: 
𝐴 ൌ െ logଵ଴ሺ𝑇ሻ.  (8)
3.2.3. Spectral Variable Selection 
Spectral  variable  selection  is  performed  in  spectroscopic  techniques,  because  otherwise  the 
model would be affected by unwanted variability in the spectra instead of the analyte of interest [38]. 











compared  to  93.52% when using  the  entire  spectrum  (Figure  10b). The use of  selected  variables 
assisted the conformance of the method with the ATP. 











ten  PLS  models  were  built  using  the  calibration  subset  with  1  to  10  LVs.  The  coefficient  of 
determination  (Rcv2)  and  root mean  square  error  (RMSECV)  of  the  cross‐validation  subset were 
calculated for each PLS model, in a similar fashion as reported in literature for other spectroscopy 
techniques [30–32]. 
The Rcv2, RMSECV and  regression vector were plotted versus  the number of LV used  in  the 
model as presented in Figure 11. The number of LV with maximum Rcv2 and minimum RMSECV was 
computed using the data presented in Figure 11a and b, located at the end of the elbow of the charts. 
Additionally,  visual  selection  of  the  regression  vector with  less  incorporated  noise  (Figure  11c) 
supported the previous observation. Hence, four LVs were selected to use in the PLS model. 
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3.2.5. Predictive Model 







can be widely  applied  to other APIs  and polymers during production of ASD using HME. This 




























The  parameters  defined  in  ICH  Q2(R1)  for  the  validation  of  an  analytical  procedure  for 





sampling under  the same process conditions. Linearity  is  the ability of an analytical procedure  to 
produce  results  that  are directly proportional  to API  content  in  the  required  range. The  limit of 












































11.66  11.65  −0.12  99.88  0.55  0.84  [−2.92; 2.68] 
13.45  13.51  0.47  100.47  0.54  0.95  [−3.51; 4.45] 
15.45  15.40  −0.29  99.71  0.65  1.05  [−4.05; 3.47] 
17.50  17.48  −0.14  99.86  0.80  1.09  [−3.13; 2.85] 
Linearity  is  presented  in  Figure  12  for  the  introduced  concentration  and  the  predicted 
concentration by the model. The results obtained for Rv2 and RMSEV are 0.9963 and 0.1108% w/w, 





































11.66  11.65  0.11  0.96  0.05  0.11  0.22 
13.45  13.51  0.19  1.42  0.07  0.15  0.30 
15.45  15.40  0.21  1.34  0.09  0.19  0.37 
17.50  17.48  0.22  1.23  0.09  0.21  0.43 









API  concentration  by  the  model  ሺ𝑦௜ᇱሻ   and  the  true  value  ൫𝑦௜,௧൯ ,  and  was  set  to  5%  for  API 
determination [43,47,51]. 
ห𝑦௜ᇱ െ 𝑦௜,௧ห ൏ 𝜆 (9)
The values of relative bias of every measurement and mean relative bias for each concentration 
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The  robustness of a method  is  its ability  to  remain unaltered by deliberate variations  to  the 
optimised parameters [46]. As mentioned at the end of the introduction section, a previous study was 
done  to  define  the  optimised  conditions  of  the HME  process  using  PRX  in  KOL. A  design  of 
experiment was performed to assess the robustness of the in‐line UV‐Vis analytical procedure under 
the process conditions within the design space for optimised conditions. 
Table  6 presents  the predicted PRX  content,  feed  rate and  screw  speed  from  the  robustness 
experiment. The concentration limits were defined based on the maximum mean relative bias value 
defined in the ATP, that was ±2%. Hence, the lower and upper limits were determined as 14.15 and 













14.45  5  150  13.77  −4.72 
14.45  5  200  14.54  0.61 
14.45  5  250  14.82  2.56 
14.45  7  150  13.90  −3.77 
14.45  7  200  14.60  1.04 
14.45  7  200  14.60  1.01 
14.45  7  250  14.94  3.37 
14.45  9  150  13.28  −8.09 
14.45  9  200  14.16  −2.00 




content  is within the relative bias acceptable  limits defined by  the ATP. According  to  the contour 
profiler,  it  is  possible  to work within  a  broad  feed  rate  range  but  narrow  screw  speed  range. 
Therefore, the screw speed has a higher impact than feed rate on the predicted result. 






























to mitigated  the  risks during analytical procedure development and validation. Additionally,  the 
AQbD approach is aligned with latest industry and regulatory thinking. 
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The stepwise approach  from defining  the performance  requirements, optimising  the method 
and validating the predictive model offers analytical scientists a useful case study on how to tackle 
the validation of similar methods deploying the use of PLS. 
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